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(54) Title: MALIGNANCY TEST (CANCER TEST) USING THE POLYMERASE CHAIN REACTION 

(54)Bezeichnung: MALIGNITATSTEST (KREBS-TEST) MIT VERWENDUNG VON DER POLYMERASEKETTENRE- 
AKTION 

(57) Abstract 



In a malignancy test (cancer test), the RNA is concentrated under the constant effect of a reliable RNase inhibitor by in 
vitro enzymatic multiplication of the specific RNA sequence of the substances of cancer cell origin contained in am aceliular bio- 
logical liquid. The product so obtained undergoes in vitro reverse transcription in order to synthesise the complementary DNA 
(cDNA). The product so obtained is used for repeated enzymatic synthesis of the target-specific sequence of the desired sub- 
stance of cancer cell origin and thus multiplied. The product so obtained is detected by determination of the multiplication of the 
nucleic acids. 

* v 

(57) Zusammenfassung 

Bei dem Malignitatstest (Krebs-Test) wird durch in vitro enzymatische Vermehrung der spezifischen mRNA Sequenz der 
Substanzen von Krebszell-Ursprung aus einer azellular biologischen FMssigkeit die RNA unter standiger Wirkung eines zuver- 
lassigen RNase-Hemmers konzentriert, das erhaltene Produkt einer in vitro Reverstranskription unterzogen, urn die komplemen- 
tare DNA (cDNA) zu synthetisieren, das so erhaltene Produkt benutzt, um die Target-spezifische Seque^i der gewunschten Sub- 
stanz von Krebszell-Ursprung enzymatisch in vitro wiederholt zu synthetisieren und so zu vermehren ual^d das so erhaltene 
Produkt durch Bestimmung der Vermehrung der Nucleinsaure nachgewiesen. 
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Maliqnitatstest (Krebs test) mit Ver\i/endung von der Polymeraseketten- 
reaktion. 

Die Erf indung betrif ft ein Verfahren zum Nachweis der spezif Ischen 
mRNA Sequenz (Target-Sequenz) von Substanzen von Krebszellurspnmg aus 
einer azellularen biologischen Fliissigkeit entsprechend dem Oberbe- 
griff des Anspruchs 1. * 

Je mehr Information, je friiher iiber die jeweilig gegebene bosartige 
Zellpopulation bekannt ist, desto besser kann ihr Wirt, der Patient 
gerettet werden. Es gibt eine ununterbrochene beidseitige Wechselwir- 
kung zwischen dem bosartigen Prozess und dem Wirt, seit die erste 
malignant transf ormierte Zelle entstanden ist. 

Diese wechselseitige Interaktion ist ein sehr komplizierter, multifak- 
toraler und vielseitiger Mechanismus, in dem die mRNA von Krebszellur- 
sprung eine bedeutende Rolle spielen kann, welche unten in Einzelhei- 
ten geschildert wird. 

1. Wir haben erstmals berichtet, dap die Blutplasma-ENA Franktion von 
Malignomtragern in protein-synthetisierenden Zell-freien System als 
Mesenger funktioniert und die Translationsaktivitat anderer mRNAs, 
wenn sie mit ihr in Kompetion sind, wesentlich verhindert . 

2. Dies wurde in RNA-Transfer (Experimente) zu normalen Zellen spater 
bestatigt: Das Translationsprodukt der Plasma-RNA von Malignomtra- 
gern wurde in den Rezipientzellen produziert, wahrend die Produk- 
tion das entsprechende normale Protein drastisch gehemmt wurde. 

Dieses Phanomen ist eigentlich die funktionelle Mimikry auf moleku- 
lar biologischer und zellularer Ebene der Hauptmerkmale des bosar- 
tigen Prozesses selbst: Forderung der eigenen Existenz auf die 
Kosten des Wirtes . < 

3. Es wurde bekannt, dap bosartige Zellen Poly (A) + RNA, geschutzt in 
Lipoproteinhulle Oder gebunden zu anderen Substanzen auslassen, 
bzw. ausscheiden und die in der iiberwaltigenden Mehrheit der Pa- 
tienten mit bosartigen Krankheiten aus dem Blutplasma! ifeoliert 
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werden kann. Messenger RNA mehr als einer Substanz von Krebszellur- 
sprung kann in der Zirkulation von Malignomtragern vorkommen. 

4. Ein gropes Spektrum von normalen und bosartigen Zellen ist fahig 
mRNA aus ihrer tftngebung aufzunehmen, wenn diese durch Lipid, Lipo- 
protein oder durch andere Substanzen geschiitzt prasentiert ist. Die 
mRNA ubt dann ihre Messenger Aktivitat in den Rezipientzellen aus. 
Inf olgedessen wird das Trans lationsprodukt der aufgenommen mRNA 
durch diese Zellen produziert so lange bis der Nachschub durch die 
Zirkulation aus der Umgebung reicht. 

So hat die Rezipientzelle eine neue phanotypische Eigenschaft, eine 
neue Produktionsf ahigkeit erworben, die sie genetisch entweder nicht 
hat 7 oder nicht ausdriicken kann. 

Dieses neue biologische Phanomen und dessen Bedeutimg wurde erstmals 
durch uns erkannt und mit der Bezeichnung "Phanotypausleih 11 ("pheno- 
type lending") versehen f etikettiert. 

Der Phanotypausleih ist einer der wichtigsten Mechanismen, durch den 
die bosartigen Zellen ihre Hauptziele erreichen: 

a. Forderung ihrer eigenen Existenz, 

b. Hinderung (Hemmen) der Funktionen des Wirtes, sogar 

c. zwingen die bosartige Zellen die Wirtzellen das zu produzie- 
ren # was fur den bosartigen Prozess vorteilig ist. 

Die beeinflupenden Botschaften gehen im wesentlich in zwei Richtungen: 

1. Aus der malignanten Zellpopulation zu den Wirtzellen. 

2. Aus einer Subpopulation der bosartigen Zellen zu anderen Subpopula- 
tionen entweder 

a. binnen des Tumors oder 

b. von den Muttertumorzellen zu weit entfernten metastatisieren- 
den Tumorzell-Kolonien, und 

c. vice versa. 
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Es gibt eine Anzahl von verof fentlichten klinischen und experimentel- 
len Beobachtungen, die Phanomene in Malignitat beschreiben , in denen 
der oben genannte Informationsaustausch durch Phanotypausleih mit mRNA 
wirklich operational sein kann: 

A. Klinische Beobachtungen 

1. Das Enzymprofil der sonst normalen Leber von Malignomtragern 
ist ahnlicher den bosartigen Zellen als bei noxmalen Menschen . 

2 . Normale Lymphozyten der uberwaltigenden Mehrheit der Patienten 
mit Myelom haben das Myeloma-Protein als ihr Oberf lachen-Im- 
munglobulin. 

3. Normale Leukozyten der Malignomtrager produzieren gf o£e Mengen 
von Enzymen mit baslamembran-dest rule render Aktivitat, die in 
normalem Zustand nicht tun. 

B. Experimentelle Beobachtungen 

1. Eine Subpopulation bosartiger Zellen, die nicht fiahig ist zu 
metastatisieren wenn sie s.c. injiziert wird, wird aber meta- 
statisieren, nachdem in dasselbe Tier eine Subpopulation mit 
metastatisierendem Potential desselben Tumors i. v. injiziert 
wurde. 

2. Eine Subpopulation von malignanten Zellen wurde. resistent 
gegeniiber einem Medikament mit dem sie zuvor niemals in Beriih- 
rung gekornmen ist, wenn nur humorale Kontakte zwischen dieser 
und einer anderen Subpopulation/ die gegeniiber diesem Medika- 
ment resistent ist, etabliert wurde. 

Die Liste ist nicht vollstandig. 

Hier mu]3 erwahnt werden, dap Transkripte bzw. deren Fragntente von 
zellularen Onkogenen, die durch tibertranskription in bosartigen Krank- 
heiten aktiviert sind, aus dem Blutplasma von Malignomtragern durch in 
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vitro Hybridisierung nachgewiesen werden konnen. Phanotypausleih durch 
diese Transkripte kann ahnliche Phanomene wie Al. und Bl. in bosarti- 
gen Krankheiten verursachen, oder Produktionsf ahigkeiten von Wachs- 
tums-Faktoren, Enzyme oder anderen Substanzen in Wirtzellen, die von 
dem Tumor entfernt sind, iibertragen. So konnte die Omgebung dieser 
Wirtszellen fiir die ankommenden metastatisierenden Krebszellen attrak- 
tiv werden und dann diese mit Wachstums-Faktoren und anderen Substan- 
zen futtern. Der Phanotypausleih durch mRNA von bosartigem Ursprung 
hemmt, verhindert gleichzeitig in den Rezipientzellen des Wirtes die 
eigenen Funktionen, was zu der Verminderung der lokalen und der syste- 
matischen Abwehrmechanismen des Wirtes fiihren kann. Kleine Fragmente 
der Transkripte von Krebszellursprung haben auch Hemmungsaktivitat . 

Das Vorkommen des Phanotypausleih durch die zirkulierende mRNA wurde 
in Myelom-Patienten (A2 siehe Liste) durch uns und andere untersucht 
und bewiesen. 

Es ist gelungen, die Produktion des Myeloma-Proteins in die normalen 
menschlichen Lymphozyten mit der Plasma-RNA von Myeloma Patienten zu 
iibertragen, was auch die Vemiinderung der Produktion von eigenen Ober- 
flachen-Immionglobin verursacht hat. Das RNase-behandelte Sample der- 
selben Plasma-PNA war wirkungslos . 

Das RNA-Transfer Verfahren ist aber eine sehr komplizierte, beschwer- 
liche Methode xand nicht empf indlich genug urn schon im Friihstadixam der 
Bosartigkeit positive Ergebnisse zu geben. 

Die spezifische mRNA-Sequenz der H und L Ketten, entsprechend der 
Kettenkombination dem jeweiligen Myelomaprotein wurde aus dem Blut- 
plasma der Myelomapatienten nachgewiesen. Die Anwesenheit der mRNA in 
der Blutbahn ist die wichtigste Voraussetzung des Phanotypausleih. 
Deswegen kann der Nachweis der mRNA bzw. deren spezifischer Fragmente 
der Substanzen von Krebszellursprung in der Blutbahn von Malignom- 
tragern entsprechend des Verf ahrens der Erf indung als ein sensitives 
und gut praktizierbares Testverfahren dienen, das schon in den Friih- 
stadien der bosartigen Krankheiten wichtige Inf ormationen iiber die 
grundlegenden f undamentalen molekular-genetischen Veranderungen in den 
malignanten Zellen, deren Aktivitaten, die mogliche Wechselwirkung 
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zwischen Tumor und Wirt durch mRNA liefern kann, in einem Zeitpunkt 
wenn die Krebszellmasse mit der iiblichen Methqde nicht visualisierbar 
land fur eine histologische Untersuchung nicht erreiphbar ist,. 

Die zirkulierenden mRNA Transkripte bzw. deren spezif ischen Fragment e 
konnen mit sehr empf indlichen und spezif ischen Methoden- nachgewiesen 
werden. Eine solche technische Moglichkeit ist die in vitro Hybridi- 
sierung und die andere ist die in vitro enzymatische Vermehrung der 
spezif ischen Target-Sequenz der jeweiligen mRNA durch Polymerase-Ket- 
ten-Reaktion, PCR (polymerase chain reaction). 

... * 

Die Polymerase-Ketten Reaktion, die seit 1985 bekannt ist (Science 
230: 1350 - 1356), ist eine zuverlassige relativ einfache Methode, urn 
die gewiinschte Sequenz von in niedriger Konzentration vorhandener DNA 
aus Gewebe, Zellen und sogar aus einem einzigen Haar in vitro zu syn~ 
thetisieren und amplif izieren . Das amplif izierte Produkt .> ist dann 
leicht identif izierbar durch ein Spektrum von vers chiedenen Methoden 
inklusive in vitro Hybridisierung mit entsprechenden , markierten DNA 
bzw. Ologonukleotid-Proben. So hat PCR Verwendung gef linden, urn Flecke 
oder Reste von zellularen Korperf liissigkeiten (Blut, Samen) oder Kor- 
perzellen aufzuspiiren und zu identif izieren. 

Die mRNA Sequenzen kann man auch durch PCR in vitro amplif izieren, 
wenn man zuerst durch Revers-Transkription die entsprechfende komple- 
mentare DNA (cDNA) synthetisiert und diese durch PCR ampliiiziert . 
Diese RNA Amplif izierung wurde bisher nur fur Zellen und zellulare 
Korperfliissigkeiten wie Blut verwendet, besonders urn RNA-Viren zu 
identif izieren in den Blutzellen. Bei der PCR benutzt man zwei Ologo- 
nukleotid-Primere, die komplementar sind zu den Sequenzen, die die 
gewiinschte spezif ische Sequenz flankieren, ein Primer fur den 
3» Strang, ein Primer fur den 5 1 Strang, sie "bezeichnen 11 die Sequenz, 
die das DNA-Polymerase Enzym synthetisieren und amplif izeren soil. 

Durch PCR kann die Target-spezif ische Sequenz in einem so gro£en Map 
vermehrt werden, dap der direkte Nachweis des Produkts mSglich ist. 
Bei Verwendung markierter Bauelemente bzw. Primere werden die PCR- 
Produkte durch ihre Markierung visualisierbar, und miissen nicht durch 
in vitro Hybridisiening nachgewiesen werden. Die PCR hat soviele Vor- 
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telle, wie hohe Spezif izitat , sehr grope Empf indlichkeit, welche in 
derselben oder mit einer Gropenordnung hoher liegt als die in vitro 
Hybridisierung und sie ist einfacher, schneller und automat is ierbar. 
Darum ist PCR besonders geeignet fur den Nachweis der mRNA-Sequenz der 
Substanzen von Krebszellursprung aus einer azellularen biologischen 
Flussigkeit wie Blutplasma und kann als empf indlicher Malignitatstest 
fur Diagnostik, Friiherkennung und Monitoring bosartiger Krankheiten 
dienen • 

Der Nachweis der mRNA Transkripten bzw. deren spezif ischen Fragmente 
der Substanzen von Krebszellursprung als Malignitatstest hat viele 
Vorteile gegeniiber dem Nachweis der Substanzen selbst: 

1. Die Empfindlichkeit der mRNA-Nachweismethode gemap der Erfindung 
ist wesentlich groper (liegt in der Region von 10" 18 g) als die 
Nachweismethoden der Trans lationsprodxikte f also der Substanzen 
selbst (liegt in der Region von pg) . 

2. Antikorper gegen das Translationsprodukte , produziert entweder 
durch den Wirt, oder eingefiihrt (eingereicht) fur Therapiezwecke , 
beeinf lussen die Testresultate bei dem mRNa-Transkriptnachweis 
nicht . 

3. RNA-Transkripte bzw. deren spezif ischen Fragmente werden in erfap- 
baren Mengen und in von degradierenden Enzyme geschiitzter Form nur 
durch bosartige Zellen ausgelassen bzw. ausgeschieden . Darum ist 
ihr Nachweis (in der Blutbahn) aus dem Blutplasma diagnostisch, im 
Gegenteil mit ihrem Translationsprodukt , das auch durch normale 
Zellen produziert werden kann (wie zum Beispiel: Onkogenprodtikte ; 
einige Tumormarker) . 

4. Die Halblebenszeit der mRNA-Transkripten ist wesentlich kurzer (60 
min fiir onc-fos, onc-myc; 7 Stunden fur CEA) als deren Transla- 
tionsprodukte (mehrere Tage fiir Onkogen-Produkte , mehr als eine 
Woche fiir CEA) . 

Daraus ergeben sich wichtige praktische Vorteile fiir die Nachweisver- 
fahren der mRNA-Transkripten bzw. deren spezif ischen Fragmente , welche 
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mit dera Verfahren der Erf indung ausgenutzt werden konnen, als Maligni- 
tatstest: 

a. Jegliche Veranderungen konnen bedeutend friiher und schneller 
erkannt werden; 

b. schneller konnen Therapie-Wirkung oder Wirkungslosigkeit 
beobachtet und beurteilt werden; 

c. der Therapieausgang jeder eingeleiteten Chemotheraple , pder 
Immuno ( chemo ) therapie kann man fruhzeitig schon in ein bis 
zwei Tagen vorhersagen. Untersuchungen mit bosartigen Zellen 
haben gezeigt , dap die wirkungsvolle Chemotherapie" zu wesent- 
licher Verminderung sogar zum kompletten Stillstand der Trans- 
kription der aktivierten Onkogene ftihrt. So sind danh in dem 
Blutplasma mRNA Transkripte bzw. deren Fragmente von aktivier- 
ten Onkogenen nicht mehr vorhanden, oder nur in verminderter 
Konzentration . Persistieren die Onkogen-spezif ischen mRNA 
Sequenzen in der Blutbahn unvermindert weiter, bedeutet das 
die Unwirksamkeit der eingeleiteten Chemotherapie f So kann die 
iiberf liissige Gef ahr einer spater unwirksam erwiesesnen Chemo- 
therapie fruhzeitig vermieden und eine neue Kombinatibn von 
antineoplastischen Mitteln ganz individuell fur den Patienten 
,! nach Map geschneidert 11 werden. 

d. Resistenzentstehung durch Mult i-Medikament-Res istenz-Faktor 
kann noch fruhzeitiger beobachtet werden und entsprechend 
behandelt werden. 

5. Erkennen neuer Tumormarker oder Krebssubstanzen , die in Malignom- 
tragern auch durch deren normale Zellen produziert werden: 1st die 
mRNA-Transkript bzw. deren spezifischen Fragmente von dieser Sub- 
stanz in der Zirkulation, in dem Blutplasma nachweisbar, ist die 
Produktionsfahigkeit dieser Substanz dann nicht oder nicht nur die 
eigene Eigenschaft der Wirtzellen, sondern die Folge von "Phanotyp- 
ausleih 11 durch die aus der Krebszelle stammenden zirkullerenden 
mRNA iibertragene und so erworbene Eigenschaft. 

So kann die Erscheinung und die Wirklichkeit in Einklang gebracht 
werden. Es gibt Phanomene, in denen die Wirklichkeit (diese Wirk- 
lichkeit) auf den ersten Blick erkennbar ist: Produktion des 
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Myelomaproteins als Oberf lachenimmunoglobulin durch die sonst nor- 
malen Lymphozyten des Wirtes. Es gibt aber auch Erscheinungen, in 
denen dies nicht sofort erkennbar ist: Wenn die Production eines 
Enzymes, das gleichzeitig durch die Krebszellen, aber auch durch 
die sonst normale Leber in Malignomtragern produziert ist, erfolgt. 

Diese Falle konnen durch den Nachweis der entsprechenden mRNA . bzw . 
deren spezifische Fragmente in der Zirkulation geklart werden. 

6. Schliepiich ergeben sich mehrere therapeutische Ausnutzungsmoglich- 
keiten aus der Kenntnis des zirkulierenden mENA-Prof ils . Durch das 
Hemmen der Produktion, Ausscheidung oder der Translation der ent- 
sprechenden mRNA von Krebszellursprung kann fur den Wirt nachteili- 
ge Wirkung oder fiir die bosartigen Zellen vorteilige Auswirkung 
schon sehr friihzeitig ausgeschaltet und vermieden werden, zum Bei- 
spiel durch Antisens-Oligonukleotid u.a. . 

a. Im Plasmazytom kann die Verhinderung der Ubertragung der 
Myelomaproteinproduktionsf ahigkeit auf die normalen Lymphozy- 
ten des Wirtes in einem Friihstadium der Bosartigkeit die Inhi- 
bition des Immunsystems so wesentlich verhindert werden, damit 
das Immunsystem die relativ kleine Tumorzellmasse ohne weitere 
Chemotherapie eliminieren kann, wenn die Bosartigkeit friihzei- 
tig erkannt und entsprechend der oben erwahnten Moglichkeit 
behandelt wurde. 

b. Durch die Verhinderxong der Endothel-Basalmembran-destruieren- 
den Enzyme konnen die in der Blutbahn anwesenden Tumorzellen 
die Zirkulation nicht verlassen und so nicht metastatisieren . 
Dies ist besonders wichtig wahrend und nach der Operation als 
gropere Zahl von Krebszellen in die Blutbahn gelangen kann. 

c. Mit dem Phenotypausleih kann die niedrigere (20 - 25%) Er- 
folgsrate der verschiedenen Formen von Immuntherapie , min- 
destens teilweise erklart werden, weil deswegen die Wirtzellen 
nicht ausreichend mitwirken konnen, oder die in vitro vermehr- 
ten und aktivierten Zellen kurz nach ihrer Verabreichung in 
dem Malignomtrager-Wirt in ihrer Funktion gehemmt, wir3oingslos 
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werden konnen. 

d. Durch Entfernung der Lipoprotein mRNA. Komplexe, z. B. durch 
Hamoadsorption ahnlich wie f iir die Entfernung der gef ahrlichen 
Lipide in gewissen Formen von Hyperlipidamie schon Anwendung 
gefunden, oder durch andere geeignete Methoden (Plasmaphe- 
reses in dem Friihstadium der Krankheit konnte die Beeinf lus- 
sung des Wirtes durch die bosartigen Zellen unterbrochen 
werden, der so mit voller Kraft die bosartigen Zellen vernich- 
ten konnte. " *.. 

Wenn man die in vitro Amplif izierung der spezif ischen mRNA-Sequenzen 
mit der in vitro Hybridisierung kombiniert, vergroBert die Empf ind- 
lichkeit des Malignitatstest um mindestens 4 bis 5 GroBenordniangen im 
Vergleich zu der Hybridisierung allein oder PCR allein. 

Friih bedeutet in der klinischen Onkologie Heilxing, in mindestens 80 % 
bis 90 % der Falle. Deshalb ist jede Methcde .willkornmen in ddr klini- 
schen Praxis, die die Friiherkennung bosartiger Prozesse zeitlich und 
prozentual wesentlich verbessern kann. 

Einen Vorsprung mehrerer Monate bei der Friiherkennung und so mehrere 
lebenswichtige Monate fur die fruheingeleitete Therapie die so zur 
vollstandigen Heilimg fiihren kann. Das ist der wichtigste Vorteil 
dieser Erfindung. 

Die Aktivierung von zwei oder mehreren zellularen Onkogenen durch 
erhohte Transkription oder durch Mutation wird allgemein als ein sehr 
wichtiger Schritt in dem Entstehen, der Auf rechterhaltung und in der 
Progression der bosartigen Transformation betrachtet . Diese Erhohiong 
der Transkription kann mehrf ach oder sogar das 100-fache der normalen 
Werte erreichen. Wegen der Besonderheiten bosartiger Zellen und der 
malignen Tumore konnen die aktivierten Onkogen-Transkripte bzw. deren 
Fragmente in die Blutbahn gelangen und dort geschiitzt oder teilweise 
geschutzt ohne weitere wesentliche Degradierung vorhanden sein 7 und 
sie konnen so aus dem Blutplasma von Patienten mit aktiven bosartigen 
Prozep durch eine empf indliche Methode wie in vitro Hybridisierung 
nachgewiesen werden. Diese Methode kann als Malignitatstest verwendet 



WO 90/09456 



10 



PCT/DE90/00102 



werden und ist geeignet als Screening Test oder Verlauf skontroll-Test 
(Monitoring) , um relativ kleine Mengen maligner Zellmasse nachzuwei- 
sen, die man mit den iiblichen diagnostischen Methoden in der klini- 
schen Praxis nicht erkennen kann. 

Mit dem Verfahren dieser Erfindung kann man z. B. die Onkogen-spezi- 
fische mRNA Seguenzen auch solcher Onkogene im Blutplasma nachweisen, 
die in noch niedrigerer Konzentration dort vorhanden sind als andere, 
wie zum Beispiel die Transkripte bzw. Transkriptf ragmente der Onkoge- 
ne, die durch Punktmutation und nicht durch erhohte Transkription 
aktiviert sind und deshalb ist ihre Konzentration niedriger in den 
bosartigen Zellen und nachf olgend auch im Blutplasma im Vergleich zu 
Onkogenen, die durch erhohte Transkription und sogar in vivo Amplif i- 
zierung aktiviert wurden. So wird erreicht, dap das Plasma-Onkogen- 
Profil (Onkogene, deren mRNA-Sequenz im Blutplasma vorhanden sind) , 
das Krebszell-Onkogen Profil (Onkogene, die in den bosartigen Zellen 
aktiviert sind), besser wiederspiegeln kann. So konnte man aus dem 
Blutplasma nicht nur das Vorhandensein eines aktiven malignen Prozes- 
ses, sondern auch vorhersagen, welche Onkogene in der bosartigen Zel- 
len mindestens teilweise aktiviert sind, und zwar schon in einem Zeit- 
punkt, zu dem die Bosartigkeit noch nicht visualisierbar und so fur 
histologische und molekular-genetische Untersuchungen noch nicht 
erreichbar ist. 

Uber 50 % der Adenomen mit prakanzerosen Veranderungen im Dickdarm 
haben durch Punktmutation aktivierte ras Onkogene (besonders Ki-ras), 
wahrend die kanzeros-veranderten Adenomen in etwas niedrigerem Pro- 
zentsatz diese Onkogene haben. Die Mutation geschah am haufigsten mit 
den Ki-ras Onkogenen in Position des Kodons 12, GGT wird zu GAT mu- 
tiert in beiden Zustanden. Der Malignitatstest , durchgefuhrt ohne 
vorherige Amplif izierung der oben genannten mutierten Onkogen-Seguenz 
aus dem Blutplasma-RNA, gab negative Ergebnisse in beiden Zustanden, 
nach in vitro Amplif izierung wurde der Malignitatstest positiv nur im 
Falle von Krebs, aber nicht bei der prakanzerosen Adenomen. Dieses 
Beispiel zeigt deutlich, dap die Erfindung, trotz ihrer erhohten Em- 
pfindlichkeit, ein zuverlassiger Malignitatstest ist. 

Das Ziel der Krebsf orschung xmd der klinischen Onkologie ist die mole- 
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kular-genetisch kausale , rationale sinnvolle Therapie . In dieser Hin- 
sicht sind die Kenntnisse und besonders die friihzeitigen Kefetnisse, 
welche Onkogene eigentlich in den bosartigen Zellen aktiviert sind, 
sehr wichtig. Diese Onkogene konnen als gute Zielscheibe einer mole- 
kular-genetisch sinnvollen Therapie dienen, und zwar an mehreren Ebe- 

nen angegriffen werden, namlich (a) an der Gen-Ebene: Durch Verhinde- 

■ i. • 

rung der Transkription; (b) an der Transkript-Ebene : Durch Verhinde- 
rung der Translation der aktivierten Onkogene; (c) oder an der Onko- 
gen-Produkt-Ebene : Durch Verhinderung der Funktion des OKPs. Fiir a. 
und b. sind sehr stimulierende Ergebnisse mit Krebszell-Kulturen in 
vitro bekannt. 

Ein Oligonukleotid mit spezif ischer Sequenz fur die Initiation der 
Proteinsynthese wird durch die Krebszellen vorzugsweise in groperen 
Mengen aufgenoramen als durch normale Zellen oand heinmt die Translation 
der gezielten Onkogen RNA-Transkripte mit dem Ergebnis, dap die Krebs 
zellen ihre Eigenschaften verlieren und nicht mehr bosartig multipli- 
zieren. Diese Moglichkeit ist ein guter Kandidat, eine kausale Thera- 
pie in der Praxis zu entwickeln. 

Mit monoklonalen Antikorpern durchgef iihrte Experimente mit bosartigen 
Zellen oder mit Tumoren in Animalversuchen haben bewiesen, dap, solan 
ge das OKP neutralisiert ist durch spezif ische Antikorper, der, ( b6sar- 
tige Phanotyp verschwindet . Diese Beispiele zeigen deutlich, dap die 
molekular genetisch kausale sinnvolle Therapie im Prinzip ... mgolich ist 
und diese nicht vorstellbar ist ohne das friihzeitige Wissen , welche 
Onkogene in den bosartigen Zellen aktiviert sind. Hier hilft schon 
f rvih das Onkogen-Prof il des Blutplasmas mit dem Verf ahren dieser Er- 
findung. : 

Wenn man die anti-Krebszell Antikorper mit chemotherapeutischen , toxi 
schen oder radioaktiven Substanzen bindet, kann man therapeutische 
Wirkung in Tieren und Patienten erreichen, jedoch ist -"die Erfolgsrate 
im allgemeinen nicht sehr hoch. Mehrere Faktoren sind djafur verant- 
wortlich, einer davon ist die Verschiedenheit in der Expression des 
gezielten Antigens an den verschiedenen Krebszellen derselben Tumore 
wegen ihrer Diversification. Bessere Ergebnisse kanri mm erreichen, 
wenn man gleichzeitig mehrere Antigene an der Zelloberilache gezielt 
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iiranunologisch angreift. Als solche Antigene waren die Onkogenprodukte 
der aktivierten Onkogene besonders geeignet, insbesondere solche, die 
ihr Onkogen-Produkt in der Zellmembran haben und solche, die in den 
normalen Zellen iiberhaupt nicht vorkommen, wie zum Beispiel die durch 
Punktmutation veranderten Onkogen-Produkte oder einige Tumormarker. 
Ein weiterer Vorteil ist, dap die Onkogen-Transkripte bzw. deren 
Seguenzen so friih nachzuweisen sind, wie dies mit der empf indlichsten 
Iinmunmethode nicht moglich ist. 

Der immunologische Nachweis von Produkten der Onkogene als Maligni- 
tatstest ist nicht geeignet, well die normalen und die pathologischen 
Werte (in Bosartigkeiten) einander iiberlappen, und einige abnormale 
aber nicht-malignante Zustande hohere Werte produzieren als die Bosar- 
tigkeiten, einmal abgesehen von der wesentlich niedrigeren Empf ind- 
lichkeit der immunologischen Verf ahren im Vergleich zu der jetzigen 
Erf indung . 

Ein weiterer besonderer Vorteil ist noch, dap Veranderungen in der 
Aktivierung der Onkogene wahrend der Verlauf skontrolle noch zuverlas- 
siger und f ruher ref lektiert werden konnen durch das Plasma-Onkogen- 
Profil als die bei bisherigen Methoden. So kann man Onkogen-Verande- 
rungen die mit einer Verschlechterung der Prognose wegen Diversif ika- 
tion der Krebszellen, oder mit einer Amplifizierung einer der akti- 
vierten Onkogene verbunden sind, schon friihzeitig erfassen und die 
entsprechende Therapie rechtzeitg einleiten. Das Verschwinden eines 
vorhandenen Onkogen-Transkripts oder Erscheinen eines neuen, im Blut- 
plasma noch nicht vorhandenen Onkogen Transkripts bzw, dessen Seguenz 
ist auch ein Zeichen der Verschlechterung der Progressivitat . Wenn die 
Proportion von zwei oder mehreren Onkogentranskripten zueinander sich 
am Blutplasma wahrend der Verlauf skontrolle wesentlich verandert, kann 
dies die Amplif izierung in vivo eines der Onkogene reflektieren, was 
meistens eine Erhohung der Agressivitat und erhohte Progressivitat der 
Bosartigkeit bedeuten konnte. 

Der Mechanismus des Phanomens "Phanotypausleih 11 praktiziert durch die 
Natur, kann fur therapeutische Zwecke durch Verabreichung von mRNA- 
Lipoprotein Kcxnplexen nachgeahmt und ausgeniitzt werden, urn 
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1. die fehlende Produktion von Substanzen zu subs tituieren , 

2. die Produktion einer Siobs tanz oder mehrerer Substanzen zu erho- 
hen und so einen pathologischen Zustand zu bekampfen, 

3. oder die Produktion solcher Substanzen zu ermoglichen, dt3& in dem 
menschlichen Organismus nicht vorkoiranen, aber therapeuti^ch ^vortei- 
lig ware. 

Diese Therapiemoglichkeiten haben den gropen Vorteil, dap die Wirkung 
steuerbar ist und durch Abbrechen der Verabreichung jederzeit beendet 
werden kann, im Gegenteil zum genetischen Transfer mit DNA; das aus 
mehreren Grianden an Patienten (Menschen) sowieso nicht praktizierbar 
ist. 

Die Therapiemoglichkeit mit mRNA benotigt aber ein sorgfaltige^ Moni- 
toring der angewandten mRNA bzw. deren spezifische Sequenz in der 
Blutbahn. Das Verfahren der Erf indung ist wegen seiner sehr hohen 
Ernpf indlichkeit und zuverlassigen Spezif izitat fiir diese Zweeke sehr 
geeignet . 

Der Erf indung liegt die Aufgabe zugrunde, spezifische mRNA-Sequenzen 
der Substanzen von Krebszellursprung aus einer azellularen fciologi- 
schen Fliissigkeit nachzuweisen , auch wenn sie bzw. deren Fragm^nte in 
sehr niedriger Konzentration vorhanden und in gewissem Map deg^ndiert 
sind, aber die spezifische Sequenz haben und fiir in vitro Araplif izie- 
rung geeignet sind, und dieses Verfahren so als Malignitatstest , be- 
sonders als sehr ernpf indlichen Fruherkennungstest , zu verwenden . 

Diese Aufgabe wird durch das Verfahren nach Anspruch 1 gelost. Durch 
die Verwendung eines wirksamen und zuverlassigen, aber RNA-Austritt 
aus den Zellen nichtverursachenden RNase-Hemmers schon bei der Probe- 
entnahme der zellularen biologischen Fliissigkeit, wird der Abbau der 
RNA bzw. deren Fragmente verhindert. Da der gewahlte RNase Hemmer 
keinen RNA-Austritt aus den Zellen vor und wahrend deren Entfernung 
verursacht, ist darum wichtig, weil diese sensitive Methode schon 
kleine Kontamination nachweisen kann. 

Die PCR-Produkte konnen schon wahrend der PCR durch Einbauen von mar- 
kierten Bauelementen oder Primeren radioaktiv oder nicht-radioaktiv 
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markiert werden und so visualisiert werden. Die nicht-markierten PCR- 
Produkte konnen durch direkten Nachweis nach Ethidium Bromid Farbung, 
Oder durch ihre Grope, oder entsprechend ihrer Sequenz entweder durch 
Seguenz Analyse oder besonders mit in vitro Hybridisierung identif i- 
ziert werden. 

So wird ein hoher Grad von Empf indlichkeit, eine au^erst grope Spezi- 
fizitat, Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit erreicht. Wegen der 
Besonderheiten der bosartigen Zellen und Tumore ist das Verf ahren als 
Malignitatstest , insbesondere fur Friiherkennung, geeignet. 

Im folgenden wird die Erfindung genauer erklart. Die zellulare biolo- 
gische Fliissigkeit (wie Blut 7 Exudate usw. ) wird mit einem zuverlas- 
sigen, RNA-Zell-Leckage nicht verursachenden RNase-Hemmer schon bei 
der Probenentnahme gemischt und die Zellen werden entfernt. Aus der so 
gewonnenen, azellularen biologischen Fliissigkeit wird die Gesamt-RNA 
xanter standiger Wirkung des RNase Hemmers und in Anwesenheit eines 
Detergens und einem proteolysis chen Enzym, wie Proteinase K, mit einem 
wassrigen Medium vermischt und bei 37 Grad C fiir 5 bis 8 h in einer 
Pufferlosung inkubiert. Dann wird Hefe tRNA als Carrier (50 ug/ml) 
zugemischt und mit Phanol und Chloroform bei 60 Grad C extrahiert und 
mit Alkohol bei -20 Grad C prazipitiert . Das Extraktum kann durch Ion- 
Austausch Saulen Chrcxnatographie noch schnell weiter gereinigt werden. 

Die Blutplasma-RNA wird mit einer Pufferlosung vermischt , die zusam- 
mengeetzt ist entsprechend der optimalen Wirkungsweise der gewahlten 
Revers-Transkriptase (Tris.Cl. ph 8.3, KC1 # MgCl 2 ) # weiter enthalt sie 
RNasin, Revers-Transkriptase Enzym f jede von den vier Deoxyribonu- 
kleosid-triphosphaten, das 3 'Primer alle in ausreichender Konzentra- 
tion. Dann wird die Gesamt-Reaktionsmischung insgesamt 20 Mikroliter, 
bei 37 Grad C fiir 30 min inkubiert. 

Danach wird die Reaktionsmischung mit 80 Mikroliter PCR-Puffer xond 100 
Mikrogramm Rinderserumalbumin , mit dem 3 'Primer und dem 5 'Primer sowie 
dem thermostabilen Taq DNA-Polymerase Enzym, jeweils in geeigneter 
Konzentration, gemischt. Die Reaktionsmischung wird dann mit Mineralol 
uberschichtet, urn die Evaporation zu verhindern. Durch Erhitzen der 
Reaktionsmischung auf 95 Grad C fiir 20 sec wird der RNA.cDNA Komplex 



WO 90/09456 



15 



PCT/DE90/00102 



dissoziert, und Annealing der Primere wird bei 55 Grad C fur 15 sec 
durchgef iihrt . Die Extension der Primere erfolgt bei 72 Grad C fur 1 
min. Durch Erhitzen wird der Zyklus wieder gestartet und 40 bis 50 mal 
wiederholt . 

Nach dem letzten Zyklus wird die Reaktionsmischung bei 72 Grad C fur 
10 min belassen und dann in Eis gekuhlt. 

Stattf inden der Vermehrung wahrend PCR wird durch Ethidium Bromid 
Farbung im Vergleich zur Negativ-Kontrolle nachgewiesen . Das Produkt 
bzw. die Produkte konnen nach ihrer Grope durch Elektxophorese in Gel 
Oder durch Chromatographie oder entsprechend ihrer Sequenz identif i- 
ziert werden. 

Die Produkte konnen wahrend der Amplif izierung durch markierte Bau- 
elemente oder Primere mit Radioisotop, Biotin, Enzyme , Fluoreszenz- 
f arbstof f e oder anderen Substanzen markiert und dann entsprechend der 
Markierung erkannt werden, 

Identif izierung der PCR Produkte mit hochster Empf indlichkeit und mit 
gropter Spezifizitat wird durch in vitro Hybridisierung erreicht. 

10 Mikroliter von jeder Reaktionsmischung wird auf Nylon- oder Nitro- 
cellulose-Filter auf getragen und durch Backen bei 80 Grad C f ur 60 min 
immobilisiert, bei 60 Grad C im geeigneten Puffer Prehybridisiert und 
dann in Anwesenheit von 2 x 10 6 cqm von endmarkierten Onkogenspezif i- 
schen Oligonukleotid Proben pro ml fiir 5 bis 7 h bei 60 Grad C hybri- 
disiert. Wasche wird bei 60 Grad C in 0.75 M NaCl/0,075 Na-citrat, 0.1 
% SDS durchgef iihrt. Das Resultat der Hybridisierung wird durch Autora- 
diographie visualisiert . 

Durch eine Variante dieser Methode, die eigentlich deren Spiegelbild 
1st, konnen die Produkte der Simultan-Pooled PCR gleichzeitig identi- 
fiziert werden. Die vmmarkierten entsprechenden Proben werden auf 
einem festen Trager, wie Nylon Filter, immobilisiert und mit den (Bio- 
tin) markierten PCR Produkte in Kontakt gebracht, urn miteinahder zu 
hybridisieren. Die Resultate werden durch Enzymaf f initat bedingte 
Farbreaktion visualisiert. 
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Eine Reihe von gereinigter molekular-klonierter DNA, die die Sequenz 
als Code der Onkogene enthalt, wird entweder radioisotopisch oder 
nicht-radioisotopisch markiert (j.Mol.Biol. 113:237-251 1977). Die 
nicht-radioisotopische Markierung kann mit Biotin geschehen. Im Fall 
von Oligonukleotid-Proben wird durch Endmarkierung durchgefiihrt, um 
hohe spezifische Aktivitat zu erreichen. 

DNA Proben land Onkogen-spezif ische Oligonukleotid-Proben markiert oder 
unmarkiert sind kommerziell erhaltlich (ONCOR, Inc. Gaithersburgh, Ma. 
20877, USA; ONCOGENE SCIENCE Inc. Mineola, NY 11501, USA; Amersham, 
Little Chalfont, England). Ein Biotin Markierungs- und Visualisie- 
rungskit wird kommerziell angeboten (Amersham, Little Chalfont, 
England ONCOR, Gaithersburgh, USA) . Oligonukleotide mit den jeweiligen 
gewiinschten Sequenzen kann man bei der Custom-Service in Europa und in 
den USA bestellen und erhalten. 

Alle Mapnahmen werden unternomnien, um die Kontamination mit der jewei- 
ligen Target-Sequenz vor, wahrend und nach den Untersuchungsprozessen 
zu verhindern. 

Die Gefahr einer Zumischung des ubiquitaren, hochgradig resistenten 
RNase-Enzyms aus exogenen Quellen wird besonders in alien Etappen der 
RNA-Phase des Verfahrens (Stufen a bis c) durch Gebrauch von gebacke- 
nen Glaswaren, autoklavierten Losungen, gebackenen Spatulas, Werkzeu- 
gen, trockenen chemischen Praparaten, von Glas destillierten, mit 
autoklavsterilisiertem Wasser, sowie Tragen von Handschuhen verrin- 
gert. 

Das f olgende Beispiel dient der weiteren Erlauterung der Erf indung 
ohne sie zu beschranken. 

Beispiel 

Es wird 10 ml Blut mit 20 IE Heparin entnommen und sof ort mit einer 
Losung von RNase-Hemmer wie RNasin (Promega Biotec Maidison WI. USA) 
Endkonzentration 2000 E/ml) vermischt. Das Blutplasma wird so schnell 
wie moglich separiert. Es wir din zwei Einweg-Plastik Centifugen-Rohr- 
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chen je 2.5 ml Blutplasma pipettiert, eines wird tiefgekiihlt "fiir even- 
tuelle Wiederholung, oder fur erganzende Untersuchungen als Reserve 
auf bewahrt . Das andere wird gleich in Bearbeitung genommen . 

Es wird ein Gemisch aus 0.2 M Tris.Cl (pH 8.5); 25 iriM Athylendiamino- 
tetraessigsaure (EDTA) ; 2 % (Gew/vol) Natriumduodecylsulfat (SDS) und 
Proteinase K (Endkonzentration: 300 mikrogramm/ml ) hinzugefugt und in 
der Anwesenheit von RNase-Hemmer bei 37 Grad C fur 5 bis 8 h inku- 
biert. 

AnschlieBend wird Hefe tRNA (50 ug/ml) zugemischt und danach wird ein 
gleiches volumen Phanol und Chlorof orm-Isoamylalkohol ( 24 I 1) zuge- 
mischt und bei 60 Grad C fiir 15 min durch kraftiges Schiitteln extra- 
hiert. Die Interphase wird zusatzlich einmal wie oben extrahiert und 
die kombinierte wassrigen Phasen werden einmal mit Chloroform-Isoamyl- 
alkohol wie oben aber bei Zimmertemperatur behandelt. Die Nuklein 
Saure wird durch Alkohol in der Anwesenheit von Na-acetat (0.3 M, pH 
5.2) bei -20 Grad C precipitiert und centrif ugiert . Das Sediment wird 
auf gelost und einer RNase-f reien DNase Enzym Behandlung unterzogen . 

In diesem Falle wird RNase-f reies DNase-Enzym und MgCl 2 (zu 2 mM) zu 
der Plasma-RNA Losung (50 mM Tris.Cl, pH 7.5 in 1 mM EDTA) vermischt 
und in Anwesenheit von RNase-Hemmer bei 37 Grad C fur 30 min inku- 
biert, dann wird Phanol-Chloroform extrahiert und in Anwesenheit von 
Na-azetat (pH 5.2, 0.3 M) wird die RNA mit 70 % Athanol -bei -20 Grad C 
precipitiert. 

Vor der DNase Behandlung kann ein weiteres Reinigungsverfahren durch 
Ion-Austausch-Saulen-Chromatographie ("The Extract ror" , Molecular 
Biosystem, San Diego, CA 92121) in ca. 30 min entsprechend" £er Vor- 
schriften des Herstellers durchgefuhrt werden. 

. , ■ . > /* . 

Wenn man die Extraktion der RNA aus der RNA-Lipoprotein Fraktion 
durchfiihrt, erhalt man eine RNA-Fraktion, die vorzugsweise Poly 
(A) + RNA aufweist. Die RNA-Liproprotein Fraktion kann man aus dem Serum 
von Malignomtragern durch Flotation in KBr Density-Gradient (diskonti- 
nuierlich: 1.006 - 1.221 g/ml) nach 16-stiindiger Flotation in einer 
Ultrazentrifuge bei 105.000 x g trennen, sie wird als ein opales Band 



WO 90/09456 



18 



PCT/DE90/00102 



zwischen den HDL und LDL Fraktionen sichtbar. 

Das Eluat kann direkt fur in vitro Hygridisierung oder fur PCR Ampli- 
fizierung, oder nach Alkohol Prezipitation und DNase Behandlung ver- 
wendet werden. 

Danach wird das Sediment in einer Puff erlosung, die der optimalen 
Wirksamkeit des verwendeten Revers-Transkriptase Enzyms (und der Vor- 
schriften des jeweiligen Herstellers) entspricht (Bethesda Research 
Laboratories; promega Biotec, USA) (50 mM Tris.Cl, pH 8.3, 6iriM MgCl2 , 
40 iriM KC1, 1 nM Dithiorheitol, 1 E RNasin) . Die Losung wird mit 1 iriM 
von jedem Deoxyribonukleosid-Triphosphat und 1000 E Revers-Transkrip- 
tase, 10 pM von dem jeweiligen 3' PCR Primer auf 100 ul erganzt. 

Fiir jede Target-Sequenz bzw. jedes Pooled-Target Sequenz System werden 
20 ul von dieser Reaktionsmischung bei 37 Grad C fur 30 min inkubiert. 

Zu dieser Reaktionsmischung werden 80 Mikroliter von PCR-Puffer (50 mM 
Tris.Cl, 50 mM KCl f 2.5 mM MgCl 2 , 100 Mikrogramm Rinderserum- 
albumin/ml, pH 8.4 40 pM 3' Primer, 50 pM 5* Primer und 1 E thermos tabi- 
les Tag DNA Polymerase (Perkin-Elmer-Cetus, USA; New England Biolab, 
(USA)) hinzugemischt . Mineralol wird iiber die Reaktionsmischung ge- 
schichtet, urn die Evaporation zu verhindern. 

Durch Erhitzen auf 95 Grad C fiir 20 sec wird der RNa-cDNA— Komplex 
dissociert und Anealing der Primere erfolgt bei 55 Grad C fiir 15 sec, 
die Extension der Primere lauft bei 72 Grad C fiir 1 min ab. Durch 
Erhitzen wird der Zyklus erneut begonnen udn 40 bis 50 mal wiederholt. 

Nach dem letzten Zyklus wird die Reaktionsmischung bei 72 Grad C fiir 
10 min belassen und dann in Eis gekiihlt. Das Instrument "Thermal 
Cycler" (Perkin-Elmer-Cetus, USA) erleichtert bedeutend die zuverlas- 
sige und schnelle Ausfiihrung der PCR. 

Primerpaare, urn PCR Produkte von verschiedener Grope zu synthetisie- 
ren. 
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Ein Beispiel: 

Primerpaar fur Ha-rasl2 Sequenz Grope des amplif izierten 





Produktes 


in Basispaar (bp). 


5' Primer (Seguenz) 
3 'Primer (Sequenz) 


GACGGAATATAAGCTGGTGG 
TGGATGGTCAGCGCACTCTT 


63 


Primerpaar fiir Ki-rasl2 






5 'Primer (Sequenz) 
3 'Primer (Sequenz) 


GACTGAATATAAACTTGTGG 
CTATTGTTGGATCATATTCC 


108 


Primerpaar fiir Ki-ras61 






5 'Primer (Sequenz) 
3' Primer (Sequenz) 


TTCCTACAGGAAGCAAGTAG 
CACAAAGAAAGCCCTCCCCA 


.128 



Eine Markierung des PCR Produktes wird wahrend der Amplif izierung 
durch Einbau entweder von markierten Deoxyr ibonukleos id Triphosphat 
Oder von markierten Primeren durchgef iihrt . Die Markierung kann radio- 
aktiv oder nichtradioaktiv sein wie zum Beispiel: Biotin, Enzyme, 
Farbstoffe und andere Substanzen. Eine vorteilhafte Verwendung als 
Markierung fiir Primere haben Fluoreszensfarbstof fe gef unden : Diese 
Farbstoffe, fiir jede amplif izierende Sequenz eine andere Farbe, werden 
zu den Oligonukleotid Primere konjugiert (Applied Biosystem, Foster 
City, Ca, USA). 

Der Nachweis der PCR Produkte, bzw. die Feststellung, des Stattfindens 
der Amplif izierung 1st durch mehrere Verf ahrensweiseri moglich: 

Direkt-Methode nach Ethidium Bromid Farbung: Erst miissen die uninkor- 
porierte Bauelemente und Primere entfernt werden. Die Reaktionsmi- 
schung wird zu 2.5 ml mit 10 mM Tris.Cl pH 8.0 verdiinnt und auf ein 
Centricon -100 Microf iltration Rohr ( Amicon ) beladen und bei 5000 rpm 
centrifugiert (Sorvall SS35, fixed angle rotor) . , Die o amplif izierte DNA 
kann von dem Oberteil des Filters (45 - 50 ul) zuriickgewonnen werden. 
Ca. 5 ul werden dann auf einer Agarose-Platte , die 0.5 ug/ml Ethidium 
Bromid enthalt, aufgetragen und durch UV Transluminator induzierte 
Fluoreszenz im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (gleiche Zusammenset- 
zung minus Plasma RNA, gleiche Behandlung) visualisiert und 
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ausgewertet . 

1. Markierte PCR Produkte werden durch ihre Markierung identif iziert . 
In diesem Fall miissen die uninkorporierten markierten Elemente 
entfenit werden (wie oben) . 

a. Radioaktiv-markierte PCR Produkte werden durch Messen der Ra- 
dioaktivitat im Vergleich zur Negativ-Kontrolle bestimmt, oder 
nach Agarose Gel Elektrophorese ohne vorherige Behandlung durch 
Autoradiographic visualisiert und sogar durch die Grope des 
Produktes identif iziert. 

b. Biotin-markiert PCR Produkte werden nach Eliminierung der nicht- 
eingebauten, markierten Elemente durch Enzymaf f initat bedingte 
Farbreaktion erkannt. Visualisierungs-Kits werden kommerziell 
angeboten (ONCOR, Gaithersburgh, MD 20884 U.S.A.; Amersham, 
Little Chalfont, England) . 

c. Mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte PCR Produkte werden durch 
ihre Farbe mit Fluorometer (Perkin-Elmer LS-5) identif iziert . 

2. Nachweis unmarkierter Prodiikte durch ihre Grope : 

Hier stehen zwei technische Moglichkeiten zur Verfiigung. Vorherige 
Behandlvmg ist nicht notwendig: 

a. Elektrophorese ixx Agarose oder Akrylamid Gel f entsprechend der 
Grope der Produkte . Visualisierung entweder durch EB-Fluoreszenz 
oder entsprechend der Markierung. Durch Vergleich mit parallel 
gelauf enen Marker mit bekannter Grope wird die Grope der Produk- 
te bestimmt. 

b. Ionen-Austausch-Chromatographie (High Resolution Separation): 
Die Reaktionsmischung nach Amplif izierung wird auf eine Mono Q 
HR 5/5 Saule (Parmacia Uppsala, Schweden) gegeben und durch den 
angegebenen Gradienten von Puf f erlosung A und B mit einer Flow- 
Rate von 0,15 ml/min eluiert. Pufferlosiang A: 20 mM Tris.Cl. pH 
8.3, 0.4 % M Nad; Pufferlosung B: A + 1.0 M NaCl. Gradient: 40 
bis 60 % B in 2 h und 60 bis 80 % B in 6 h. 
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Simultan Multi-Target Sequenz PCR (Pooled PCR) ... 

Dieses Verfahren verursacht spezielle Schwierigkeiten fur die Iden- 
tifizierung mehrerer PCR Produkte amplif iziert in derselben Reak- 
tionsmischung in einem Rohrchen. In dieser Form von PGR werden mehr 
als eine Sequenz entweder desselben Molekiils bzw. Fragments oder 
eine Sequenz von mehreren verschiedenen mRNAs bzw. deren Fragmente 
simultan amplif iziert, wenn die entsprechenden Primer-Paare in 
ausreichender Konzentration vorhanden sind. 

In diesem Fall wird mit EB Fluoreszenz zwar nachgewiesen, ob Ampli- 
fizierung stattgefunden hat oder nicht, aber welche Sequenz(en) 
amplizifiert wurde(n) , mup mit besonderen weiteren Mappahmen be- 
st immt werden. Im Fall der unmarkierten Prodiikte wird die Identifi- 
zierung durch die Produktgrdpe erreicht . Dazu wird vorher die Grope 
der verschiedenen PCR Produkte durch Auswahl und Einsetzen der 
entsprechenden Primer-Paare so programmiert f dap das Prbdukt von 
jeder amplif izierenden Target-Sequenz in einer individttellen , 
charakteristischen, voneinander unterschiedlichen Grope wShrend der 
PR synthetisiert und amplif iziert werden (siehe Beispiel ) . So wird 
erreicht, dap die PCR Produkte durch ihre Grope rait Gel Elektropho- 
rese oder durch Ionen-Austausch Chromatographie identif izert werden. 

:• • J 

Die zweite Moglichkeit ist die Dif f erenzierung^der Produkte durch 
Farbe, wenn sie unterschiedlich, jede mit eigener Farbe durch 
Fluoreszenzfarbstoffe markiert wurden. 

3. Die dritte Moglichkeit fur die Differenzierung von simultan ampli- 
fizierten Produkten ist die Identif izierung jlurch ihre Sequenz. 
Hier ergeben sich drei Losungen, welche auch geeignet und notwendig 
sind die Authentizitat der Taq Polymerase Tatigkeit wegen die vor- 
kommende "Misreading 11 und deren Anplif izierung zu kontrollieren : 

a. Fur Priifung der Authentizitat der Enzymtatigkeit ist besonders 
geeignet die Sequenz Analyse. 

b. Im Prinzip kammt die Scanning-Tunelling Mikroskopie^-fiir die 
Identifizierung der PCR Produkte in Frage. 2ur Zeit ist es 
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moglich, mit dieser Mikroskopie nur die Purin und Pyrimidin 
Bases voneinander zu dif f erenzieren . Durch die Verbesserung 
der Auf losungsf ahigkeit des Mikroskops wird es in der nachsten 
Zukunft moglich sein, die verschiedenen Basen zu identifizie- 
ren, sogar aus einem konzentrierten RNA bzw. DNA Extrakt. 

c. Die in vitro Hybridisation ist die meist praktizierte Methode 
fiir Identif izierung von Nuklein Sauren entsprechend ihrer 
Sequenz, und zwar in ihrer konventioneller Form wie Dot-, 
Slot-, oder Southern-Blot. In dieser Form wird das PGR 
Produkt auf einem f esten Substrat immobilisiert und wird mit 
f rei in Losung vorhandenem markiertem spezif ischen Oligonu- 
kleotid oder DNa Proben in Kontakt gebracht um miteinander, 
wenn komplementare Seguenz vorliegt, zu hybridisiren . Die 
unspezifisch gebundenen Proben werden durch Wasche entfernt. 

Aus jeder Reaktionsmischung wird 20 Mikroliter auf vorher mit 20 x 
SSPE bef euchtetem Nylon oder Nitrocellulose Filter mit einem Dotting- 
Apparat unter Einwirkung eines milden Vakuums aufgetragen, dann werden 
die Filter in kleinem Volumen von 20 x SSPE Losung gewaschen und durch 
Backen bei 80 Grad C fiir 60 min immobilisiert. Dann werden die Filter 
in einer Losung von 0.75 M NaCl, 0.075 M Natrium-citrat, pH 7.0, 20 iriM 
Naphosphat, pH 7.0, 5 iriM EDTA, 200 Mikrogramm/ml Hefe-tRNA f 1 % 
Sarkosyl (Signma) fiir 60 min bei 60 Grad C prehybridisiert . Der Puf- 
fer, in dem die Prehybridisierung geschah, wird entfernt land mit dem 
Puffer von derselben Zusammensetzxang, der noch 2 x 10 6 cpm/ml von 5 f - 
End-markierten, denaturierten Oligonukleotiden mit Onkogen-spezif i- 
scher Seguenz, oder mit der Seguenz, die das mutierte Kodon eines 
Onkogens (wie ras Onkogene) enthalt, zugemischt und wird bei 60 Grad C 
fiir 6 bis 8 h inkubiert um die Hybridisierung stattzuf inden . Danach 
werden die Filter einer Wasche in einer Losung von 0.75 M NaCl, 0.075 
M Na-citrat, 0.1 % SDS bei 60 Grad C unterzogen. Die Visualisierung 
des Stattf indens der Hybridisierung wird durch Autoradiographie mit 
Hilfe eines Verstarkerschildes erreicht. 

Im Fall von Onkogen-Oligonukleotid-Proben, die die Sequenz mit dem 
mutierten Koden (wie Ki-ras , Ha-ras , N-ras , Kodon 12, 13, 61) ist es 
vorteilhafter, wenn die Pufferlosung fiir Prehybridisierung, Hybridi- 
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sierung und Wasche noch Tetramenthylammonium-Chlorid entbalt (3 M 
Tetramethyl-ammonium-Chlorid, 50 iriM Tris.Cl, pH 7.5, 2 mM EDTA, 0.3 % 
SDS, 100 Mikrogramm/ml sonizierte Salmon-Sperma-DNA , 5 x Denhardt 1 s 
Losung (1 x Denhardt f s Losung: Ficoll, Polyvinylpirrolidon, Rinderse- 
rum-albumin je 0.02 %), durchgef iahrt . Die Filter werden in diesem Fall 
dann zweimal einer Wasche in 2 x SSPE (1 x SSPE: 10 iriM Na-phosphat, pH 
7.2, 0.18 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.1 % SDS) fur 10 min bei Zimraertempera- 
tur unterzogen, dann werden sie mit 3 M Tetramethylarnnqnixjin-Cl-Hybri- 
disierungspuf f er minus Karrier-DNA und Denhardt 1 s Losung abgespiilt und 
danach in dieser Losung fur 30 bis 60 min bei 60 Grad C gewaschen. Die 
Filter werden durch Autoradiographie ausgewertet, wie oben. 

Die folgenden bekannten, 18 molekular klonierten menschlichen Onkogene 
bzw. deren Onkogen-spezif ischen Sequenzen konnen als Proben gebraucht 
werden . Die Onkogene sind hier unten ungef ahr nach Hauf igkeit ihres 
Vorkommens erhohter Aktivitat in menschlichen Bosartigkeiten grup- 
piert: 

Gruppe A: fos, myc, Ha-ras , Ki-ras 

Gruppe B: fes, myb, fms, N-ras, src, abl, raf, Erb 8 , N-myc 
Gruppe C: Erb* , mos, sis, alu, bcr. 

Die Onkogen Proben werden radioisotopisch meistens mit F 32 (Spezifi- 
sche Aktivitat: 10 8 - 10 9 cpm/Mikrogramm ) oder mit Biotin markiert. 
Okogen-Oligonukleotid Proben inklusiv solche, die durch Punktmutation 
veranderte Seguenz von durch Punktmutation aktivierten Onkogenen auf- 
weisen, werden radioisotopisch durch Endmarkierung markiert / urn hohe 
spezifische Aktivitat zu erreichen. Sollten neue Onkogene entdeckt 
werden, waren gegebenenf alls weitere Onkogen-Oligonukleotid Proben 
notwendig, die entsprechend des diagnostischen Zieles verwe*idet werden 
konnen. 

Es gibt ein in vitro Hybridisierungsverfahren, was da© Spiegelbild der 
oben genannten konventionellen Methode ist . Bei diesem werden die 
unmarkierten verschienen Oligonukleotid Proben auf einem Stuck Nylon- 
Filter immobilisiert und der Filter wird mit PCR Produkten, die wah- 
rend der Amplif izierung dann mit Biotin markiert geworden sind, hybri- 
disiert; Revers-Hybridisationsverf ahren . 
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100 ul Oligonukleotide Probe Losung (100 pmol; in lOmM Tris.Cl. 0.1 mM 
EDTA) wird auf Nylon filter (Membran) (Genetrans-45 , Plasco Woburn, 
MA. USA) aufgetragen und durch UV Licht oder durch Backen irnmobili- 
siert, dann wird einer Wasche mit 200 ml 5 x SSPE und 0.5 % fur 30 min 
bei 55 Grad C urn das nichtgebundene Oligonukleotid zu entfernen. Ein 
Filter hat mehrere verschiedene Oligonukleotide Proben. 

Jeder Filter mit den daran immobilisierten verschiedenen spezif ischen 
Oligonukleotid-Proben wird in 4 ml von Hybridisationslosung zusammen- 
gesetzt von 20 ul der amplif izierten, markierten (Biotin) DNA und von 
5 x SSPE, 0.5 % SDS. Vorher wurde die amplif izierte DNA durch Mischung 
von 400 iriM NaOH, 10 mM EDTA und wurde so schnell zu der Hybridisa- 
tionslosung zugegeben. Dann wird bei 55 Grad C fiir 4 bis 6 h inku- 
biert. Die werden schnell mit 2 x SSPE, 0.1 % SDS bei Zimmertempera- 
tur, einmal mit derselben Losung bei 55 Grad C fiir 10 min. gewaschen 
und einer kurzen Spiilung zweimal in 2 x PBS (1 x PBS: 137 mM NaCl, 2.7 
mM KCl r 8 MM Na 2 HP0 4 , 1.5 mM KH 2 P0 4 , pH 7.4) bei Zimmertemperatur. 
Visualisierung entsprechend der Markierung. 

Oligonukleotide, die mit einem poly-dT Tail (Schwanz) gekoppelt sind 
(mehrere Himdert BP lang) : Durch diesen Schwanz werden dann die Proben 
auf einem Stuck von Nylon Filter durch UV Licht immobilisiert, so dap 
die spezif ische Sequenz oder Seguenzen des Fragments f rei in Losung 
ist und so die Hybridisierung schnell stattfindet. 

Die Punktmutationsmoglichkeiten einiger Onkogene sind zahlreich und 
benotigen schnelle Untersuchungsverf ahren . Eine Moglichkeit ist die 
simultan, Pooled-Sequenz PGR imd die Differenzierung der verschiedenen 
Produkte durch unterschiedliche Flureszenzfarbs toff -Markierung, durch 
Benutzung markierter Primer-Paare, ein Primer davon ist mit einem 
anderen Farbstoff markiert und komplementar zu der mutierten Sequenz . 
Jede 5 bis 6 mutierte Sequenz ist durch eigene Farbstoff e, eigene 
Farbe gezeichnet. So konnen in einem pooled PCR-System die Amplif izie- 
rung dieser mutierten Sequenzen identif iziert werden und zwar schnell 
und einfach. 

Die PCR kann bei solchen Substanzen, deren Nukleotid Sequenz nicht 
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bekannt ist, nicht durchgefiihrt werden. In diesen Fallen 1st die in 
vitro Hybridisierung mit den entsprechenden DNA Proben die Methode der 
Wahl. 

Das Plasma-RNA Konzentrat wird durch Inkubierung bei 65 Grad C fur 15 
min und dann durch rasche Abkuhlung denaturiert. Danach wird die RNA 
auf einem f esten Trager wie Nitrocellulose-Papier, das zuvor mit 20 x 
Naci/Cit. eguilibriert und dann getrocknet wurde durch einen Dotting 
Apparatus (Schleicher & Schuell, Keene, New Hampshire USA) aufgetra- 
gen. Danach wird das so behandelte Nitrocellulose-Papier fur 2 h bei 
80 Grad C im Vakuumofen gebacken, nach dem Backen wird in einer Losung 
(Prehybridisierungspuffer) : Formamide (50 % (Vol/Vol) 5 x NaCl/Cit; 50 
mM Natriumphosphat, pH 6.5; sonizierte denaturierte Salmon Sperma DNa 
(250 Mikrogramm/ml) und 0.2 % je Bovine Serum Albumin (BSA); Ficoll 
und Polyinylpyrrolidon f iir 6 - 8 hr bei 55 Grad C inkubiert. 

**"?'.' 

Die Biotin markierten Onkogen und anderen Proben (markierte Proben 
bzw. Markierungs-Kit: ONCOR, Gaithersburgh, USA) werden erst denatu- 
riert und werden zu der Prehybridisierungslosung, die das Nitrocellu- 
lose-Papier mit der daran immobilisierten Plasma-RNA enthi.lt, ge- 
mischt. Die Konzentration der Probe bzw. der Proben (Pooled Proben) 
ist hoch: 600 ng/ml. Im Fall der Pooled Proben von 5 Kompontenten, je 
120 ng/ml. Hybridisierung bei 55 Grad C fur 7 bis 10 h. * 

Das Stattf inden der Hybridisierung wird mit Visualisierungskit ent- 
sprechend der Herstellervorschrif ten (ONCOR, Gaithersburgh USA) , nach 
den vorgeschriebenen Waschen nachgewiesen . 

Verwendung Biotin markierter Proben und Visualisierungskits von ONCOR 
ermoglicht die Rehybridisierung nach Entfemung der hybrisierten 
Proben . _/f 

Mit den Pooled-Proben (je 5) kann die Plasma-RNA mit dem ih ; menschli- 
chen bosartigen Krankheiten hauf igsten aktivierten Qnkogene relativ 
schnell getestet werden und ein negatives oder ein positives Tester- 
gebnis bekommen. Das positive Pool wird dann mit dessen Komponenten 
(die individuellen Proben) durch Hybridisierung und/oder diirch Rehy- 
bridisierung weiter getestet urn das Plasma Onkogen-Profil zu bestim- 
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men. 

Die Empfindlichkeit dieser Methode liegt im Bereich von 0 .1 pg. Es 
sind zahlreiche weitere Modif izierungen moglich. 

Intensitat des schwarzen Flecks nach Autoradiographie durch die Inten- 
sitat der Farbe kann guantitativ gemessen werden und so kann man quan- 
titative Vergleiche machen. 

Quantitativer Test: 

Es wird aus der Plasma-RNa eine Serienverdiinnung gemacht mit 10 Mikro- 
gramm/ml Hefe-tRNa als Diluent Carrier RNA, dann wird mit jeder Ver- 
diinnung erst die Revers-Transkription, dann die PGR durchgefiihrt und 
das Produkt durch in vitro Hybridisierung mit entsprechenden spezif i- 
schen Oligonukleotiden-Proben durch andere Methoden identif iziert . Die 
hochste Verdiinnung, aus der noch ein positives Signal ausgeht, ist der 
Titer. So konnen bei der Verlauf skontrolle eines Patienten, wahrend 
der Beobachtungszeit, quantitative Vergleiche durchgefiihrt werden. Auf 
diese Weise kann man zum Beispiel Amplif izierung eines der aktivierten 
Onkogene beobachten. Wenn wahrend der Verlauf skontrolle der Titer 
eines Onkogens am Vergleich zum anderen in den Plasma nachweisbaren 
Onkogenen unproportionell erhoht wird, kann das die in vivo Amplif i- 
zierung dieses Onkogen u.a. bedeuten. 

Diese Methode ist besonders geeignet fur Screening von Personen, die 
durch Malignitat besonders gefahrdet sind, wie Personen die Rontgen 
Oder Radioaktiv-Strahlxmg ausgesetzt sind, Arbeiter in Chemischen oder 
Asbest-Betrieben, Patienten mit beeintrachtigtem Immunsystem (nach 
Chemotherapie) oder Mitglieder der Familien mit genetisch-bedingter 
Neigung fiir verschiedene bosartige Krankheiten. 

Wegen der erhohten Sensitivitat dieser Methode konnen solche nicht 
bosartige Fallen vorkommen, in den der Malignitatstest , ein positives 
Ergebnis liefert. Diefferenzierung ist durch die Verlauf skontrolle 
moglich. Bei nicht-bosartigen Fallen persistiert die Positivitat vor- 
iibergehend, klingt dann ab, im Gegenteil zu den bosartigen Fallen, wo 
die Positivitat persistiert und dann steigt. 



WO 90/09456 



27 



PCT/DE90/00102 



Die gleichzeitige Vermehrung von mehreren Target-Sequenzen erleichtert 
die Untersuchung der groften Anzahl von Substanzen wie Onkogene , Oder 
Varianten von Punkmutationen . Beispiel: Drei PCR Systems (Pooled PCR), 
jeweils programmiert fur 5 Target Sequenzen, davon zwei fur die hau- 
figst aktivierten Onkogene, und das dritte fiir andere Sequenzen von 
Krebszellursprung. EB Farbung zeigt in welchem System Amplif izierung 
stattgefunden hat und die vermehrte Sequenz(en) werden dann entspre- 
chend ihrer Grope, wenn sie so programmiert wurden, durch Chromato- 
graphie oder Elektrophorese in Gel identif iziert . 

Noch schneller geht es, wenn f luoreszenzf arbstoffmarkierte Primere fur 
jede im Pool zu synthetisierende Sequenz eine eigene Farbe haben wer- 
den und die vermehrten Produkt(e) unter (mit) Fluorcmeter nach Entfer- 
nung der uninkorporierten markierten Primere ohne gropere Ver2:6gerung 
entsprechend ihrer Farbe identif iziert werden. 

,» , ' ■■* 

Dasselbe kann man tun mit den punktmutierten Sequenzen., Jede mutierte 
Sequenz in dem Pool wird mit eigener Farbe gezeichnet durch f luores- 
zenzf arbstoff-markierte Primer, welches komplementar fiir die mutierte 
Kodonregion ist. 

Die hochst empfindliche Testmethode liegt vor, wenn man die PCR Pro- 
diikte durch in vitro Hybridisierung nachweist. Im Fall der Pooled PCR 
wird die Reaktionsmischung nach Amplif izierung mit den entsprechend 
markierten Oligonukleotid bzw. Pooled DNA Proben hybridisiert . Die 
positive Pooled PCR Mischung wird dann mit markierten individuellen 
Oligonukleotid bzw. DNA Proben weiter hybridisiert, urn zu wissen, 
welche Sequenz in dem Pool amplif iziert wurde. So kann man eine Em- 
pfindlichkeit erreichen, die in dem Bereich von ag (10" 18 g) liegt. 
Theoretisch bedeutet das die Nachweisbarkeit von einigen Target-Se- 
quenzen (3 - 5 Target-Sequenzstiicke ) in dem Plasmamuster . 

Durch dieses hochst empfindliche und im gropten Ma£e spezif ische Nach- 
weisverfahren fiir die spezif ische mRNA-Sequenz der Substanzen von 
Krebszellursprung entsteht ein Malignitatstest, der wegen der Beson- 
derheiten der bosartigen Zellen und Tumore fiir Diagnostik, Frtiherken- 
nung, Screening und fiir Vorhersagen von Therapieausgang mit antineo- 
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plastischen Mitteln geeignet 1st. 

Dieser Test ist fahig, nicht nur die fundamentalen molekular-geneti- 
schen Veranderungen , hauptsachlich verantwortlich fiir die bosartige 
Transformation, deren Auf rechterhaltung und Progression, sondern auch 
eine der wichtigsten Beeinf lussungsweisen des Wirtorganismus durch die 
bosartige Krebszellpopulation, zu ref lektieren • 

Urn Heilung zu erreichen, miissen beide Geschehnisse (Mechanismen) be- 
kampft werden: 

Die aktivierten Onkogene treiben den "Motor" der bosartigen Zellen 
hoch, die miissen "zuruckgeschaltet" werden urn den Wirt, den Patienten 
retten zu konnen. 

Die Beeinf lussung des Wirtorganismus durch die Krebszellpopulation auf 
die hier angegebene Weise, die zu der Schwachung der Abwehr und ande- 
rer Funktionen des Wirtes fiihrt, mup verhindert werden . 

Dazu schaf f t dieses Verf ahren der Erf indung die wichtigste Voraus- 
setzungen: Das friihzeitige Erkennen dieser Geschehnisse in jedem Pati- 
enten individuell. 
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Anspriiche 

1. Malignitatstest (Krebs-Test) durch in vitro enzymatische Vermehrung 
der spezif ischen mRNA Sequenz der Substanzen von Krebszell-Ursprung 
aus einer azellular biologischen Fliissigkeit, bei dem'man 

a. aus der azellularen biologischen Fliissigkeit die RtfA unter 
standiger Wirkung eines zuverlassigen RNase-Hemmers konzen- 

• is 

triert, 

b. das Produkt der Stufe a. einer in vitro Reverstranskription 
unterzieht, um die komplementare DNA (cDNA) zu synthetisieren, 

c. das Produkt der Stufe b. benutzt, um die Target-spezif ische 
Sequenz der gewiinschten Substanz von Krebszell-Ursprung enzy- 
matisch in vitro wiederholt zu synthetisieren und so zu ver- 
mehren, und 

d. das Produkt der Stufe c. durch Bestimmung der Vermehrung der 
Nuclein Saure nachweist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da£ man das 
Produkt der Stufe a. einer in vitro Hybridisieirung mit dem ge- 
wiinschten Oligonukleotid Oder der DNA Probe vor dfer Stufe b. unter- 
zieht . 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , da£ die in vitro 
Vermehrung des Produkts der Stufe b. durch Polymerase-Ketten-Reak- 
tion (Polymerase-chain-reaction = PCR) wiederholt durchgefuhrt 

wird. ? - 

■ 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet , 
dap die azellulare biologische Fliissigkeit vorzugsweise menschli- 
ches Blutplasma ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dap man die 
spezif ische (n) Target Sequenz (en) zwei oder mehrerer Stubs tanzen 
von Krebszell-Ursprung simultan in demselben System in vit^o enzy- 
matisch vermehrt (Pooled PCR). 
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6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dap man bei der 
in vitro Simultan-Vermehrung mehrerer Substanzen von Krebszell- 
Ursprung jede Target-Seguenz fur Synthese durch entsprechende Aus- 
wahl der Primerpaare so programmiert , dap jede in einer bestimm- 
ten, charakteristischen Grope synthetisiert . 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dap wahrend der 
Pooled PCR die synthetisierenden Sequenzen durch Einbauen von mit 
Fluoreszenzfarbstoffen konjugierten Primeren so markiert werden, 
dap jedes Target-Sequenz-Produkt eine eigene Farbe hat und ent- 
sprechend identif iziert wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 und 3 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dap die in vitro Vermehrung der Nuklein Sauren mit 
Ethidium-Bromid durch Farbreaktion bestimmt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dap das Produkt 
der Stufe c. nach seiner spezifischen Seguenz durch in vitro 
Hybridisierung, durch Seguenz-Bestiramung oder durch Scanning-Tun- 
nelling-Mikroskopie identif iziert wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dap das Produkt 
der Stufe c. entsprechend seiner Grope durch Elektrophorese in Gel 
oder durch Saulen-Chromatographie identif iziert wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dap das Produkt 
der Stufe c. Anspruch 1 schon wahrend der PCR markiert wird, 

a. durch Benutzung markierter Primere, oder 

b. durch Einbauen von markierten Nukleotiden, bei denen die 
Markierung radioisotopisch oder nicht radioisotopisch ist. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1, 2 und 3 bis 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, dap die in vitro Hybridisierung durchgefuhrt wird 

a. mit markierten DNA - oder Oligonukleotid Proben wahrend die 
durch PCR vermehrte(n) , unmarkierte(n) Target-DNA oder Oligo- 
nukleotide entweder an einem f esten Substrat immobilisiert 
oder frei in Losung sind, 
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b. oder die durch PCR vermehrte(n) Target-DNA Oder Oligonukleotid 
1st markiert f rei in Losung und die verschiedenen Onkogen 
Proben sind unmarkiert auf einem festen Substrat immobili- 
siert, 

wobei eine Hybridisierung nach entsprechender Behandlung durch 
den Nachweis der Markierungssubstanz bestimmt wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1, 2, 6, 9 und 12, dadurch 
gekennzeichnet, dap man als Probe eine individuelle DNA oder Oli- 
gonukleotid Probe oder eine Mischung individueller DNA oder Oli- 
gonukleotide nimmt (pooled probe). 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 9, 11 und 12, dadurch 
gekennzeichnet, dap man die markierten Proben, die mit der auf dem 
festen Trager gebundenen Target-DNA oder Oligonukleotid hybridi- 
sierte, entfernt, urn das feste Substrat mit der daran verbliebenen 
Target-DNA oder Oligonukleotid mit einer neuen DNA oder Oligonu- 
kleotid Probe zu hybridisieren, rehybridisieren . 
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